マウス自己免疫性唾液腺炎へのToll-like receptor発現の関与 by 清水 重善
北海道医療大学学術リポジトリ
マウス自己免疫性唾液腺炎へのToll-like receptor
発現の関与
著者 清水 重善
雑誌名 北海道医療大学歯学雑誌
巻 29
号 1
ページ 103-104
発行年 2010-06-30
URL http://id.nii.ac.jp/1145/00006434/
緒 言
シェーグレン症候群をはじめとした自己免疫性唾液腺
炎は，唾液分泌低下によりドライマウスを引き起こす主
たる原因であり，本邦では推定４万人の患者がいるとい
われている．自己免疫性唾液腺炎によりドライマウスを
引き起こし，易感染性や嚥下困難など，口腔内QOLの
著しい低下を引き起こすが，本疾患の病態や疾患発症の
メカニズムには未だ不明な点が多く，治療法も確立して
いるとは言い難い．Toll−like receptor（TLR）は，細胞
表面にある受容体タンパク質で，病原微生物を認識して
自然免疫機構を発動する働きがある．TLRはヒトでは１０
種類，マウスでは１２種類のものが報告されている．TLR
は細菌やウイルス以外にもDNAやRNAを認識すること
から，自己免疫疾患の発症や進行に関わっていることが
近年示唆されてきている．しかしながら，自己免疫性唾
液炎の発症および，進行過程におけるTLRの関与につい
ては不明である．本研究では，自己免疫性唾液腺炎発症
および進行過程におけるTLR発現の関与を明らかにする
ために，本疾患が自然発症するモデル動物を用いて，唾
液腺炎の発症および進行過程でのTLRの発現変化につい
て検証した．さらに，TLRのインヒビターとして働くク
ロロキンにより唾液腺炎が抑制されるか否かについて検
討した．
材料および方法
動物にはNon-Obese diabetic（NOD）マウス（日本ク
レア社製，Tokyo，Japan）を用いた．NODマウスは自
己免疫疾患によりⅠ型糖尿病が誘発され，膵炎，腎炎と
ともに唾液腺炎が経時的に自然誘発されるマウスであ
る．４，８，１０，１２，１４および１６週齢のNODマウスを
ジメチルエーテル麻酔下で屠殺し，顎下腺を摘出した．
組織学的な観察のため，摘出した顎下腺は１０％中性緩衝
ホルマリンで固定し，パラフィン包埋したのち，通法に
従い組織切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン
（HE）染色を施した．TLR１～１３ mRNAとTLRの細胞内
シグナル分子であるMYD８８ mRNAの発現変化を検証す
るため，顎下腺をトライゾール（GIBCO BRL社，UK）
浸漬化でホモジネートを行い， total RNAを抽出後，
Oligo（dt）１２－１８プライマーによる逆転写を行った．得ら
れた逆転写産物cDNAはTaqMan probe（Applied Biosys-
tems,CA,USA）を用いた定量的RT−PCR法にて，それぞ
れのmRNA発現を定量的に評価した．さらに，TLRイン
ヒビターであるクロロキンによる唾液腺炎の抑制効果を
検証するため，クロロキン５０mg/kg水溶液（SIGMA,
STL,USA）を経口投与し，生後４週から１６週まで毎
週，飲水量を測定後，４週齢と１６週齢で屠殺した．な
お，クロロキンの代わりに蒸留水を飲ませたものをコン
トロールとした．屠殺後速やかに顎下腺を摘出し，上記
と同様にTLRsとMYD８８のTaqMan probeを用いた定量的
RT−PCR法を行った．同時に，組織をホルマリン固定
後，通法に従いパラフィンに包埋し連続切片を作製し
て， Image Processing and Analysis in Java（ imageJ）
（NIH）を用いて，唾液腺組織内における炎症細胞の占
める割合を算出した．いずれのデータも，Student−t test
により統計学的な解析を行った．
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結 果
NODマウスの顎下腺の組織像を週齢毎に観察したと
ころ，４週齢において唾液腺組織には炎症所見はみられ
ず正常の組織像を呈していたが，８週齢以降から１０週，１２
週齢と週齢の増加に伴いリンパ球の浸潤像がみられ，１２
週齢の唾液腺組織ではリンパ球の明らかなfocus形成と
腺房の萎縮や破壊消失が認められた．TaqManプローブ
を用いた定量的RT−PCR法によりmRNAの発現パターン
を観察したところ，TLR１，２，３，４，９ mRNAは
週齢の増加に伴い，著明な発現上昇が認められた．一
方，TLR５，６，７，８，１１，１２および１３ mRNAは週
齢による有意な発現の変化はみられなかった．また，
TLR細胞内シグナル分子であるMyD８８ mRNAは，４週齢
に比較し１６週齢で有意な発現の上昇が認められた．TLR
のインヒビターであるクロロキンを経口投与し，TLRs
mRNAの発現量と唾液腺組織内における炎症細胞が占め
る割合について比較検討を行った．クロロキン投与群と
蒸留水を経口投与したコントロール群の飲水量を比較す
ると，クロロキン投与群では有意に飲水量の減少が確認
された．１６週齢で，クロロキン投与群とコントロール群
の顎下腺のTLR mRNAレベルを定量的RT−PCR法により
観察したところ，コントロール群に比較してクロロキン
投与群では，TLR１，２，９ mRNAの有意な発現減少
が確認された．また，１６週齢のクロロキン投与群とコン
トロール群の顎下腺に占めるリンパ球浸潤の割合を，連
続切片を用いた画像解析により比較したところ，クロロ
キン投与群では有意にリンパ球浸潤の割合が減少した．
考 察
本研究では，自己免疫性唾液性炎のモデルマウスであ
るNODマウスの顎下腺炎の炎症や進行過程に，TLRの
発現が関与していることをはじめて明らかにした．顎下
腺炎の進行に伴いTLR１，２，３，４，９のmRNA発現
が上昇し，インヒビターによりTLR１，２，９ mRNA
の有意な発現減少が確認されたことから， TLR
１，２，９mRNAの発現がNODマウスの自己免疫性唾
液性炎の発症および進行過程に関与しているものと思わ
れた．また，TLRインヒビター投与により唾液腺炎が抑
制されたことから，自己免疫性唾液腺炎の治療としてク
ロロキンのようなTLRをターゲットとしたものが有効で
あることが示唆された．
結 論
本研究では，自己免疫性唾液腺炎の発症および進行過
程でのToll−like receptor（TLR）発現の関与を明らかに
するために，自己免疫唾液腺炎を自然発症するモデル動
物であるNODマウスを用いて，本疾患の発症および進
行過程でのTLRの発現変化について検証した．さらに，
TLRインヒビターとして働くクロロキンの投与により自
己免疫性唾液腺炎が抑制されるか否かについて検討し
た．
結果をまとめると以下のようになる．
１．NODマウスの４週齢おいて，唾液腺組織には炎症
所見はみられず正常の組織像を呈していたが，８週齢
以降から１０週，１２週齢と週齢の増加に伴いリンパ球
の浸潤像が認められた．
２．炎症に進行に伴い，TLR１，２，３，４および９
mRNAの有意な発現上昇と，TLRの細胞内シグナル
分子であるMYD８８ mRNAの発現上昇が認められ
た．
３．TLRインヒビターであるクロロキンをNODマウス
に投与したところ，TLR１，２，９ mRNAの発現
低下が認められた．
４．クロロキン投与により唾液腺における炎症細胞浸潤
範囲の有意な減少が認められた．
以上のことから，自己免疫性唾液腺炎の進行にはTLR
の発現上昇が関与しており，TLRの発現を抑制すること
が，本疾患の治療法として有効であることが示唆され
た．
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